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Abstract 
The purpose of this study was to investigate whether there is necessary or not to deter-
mine protein concentration， when ¥ve measured sarcoplasmic reticulum Ca 2 -stimulated 
adenosine triphosphatase (SR Caト -ATPase)activity of muscle homogenates. We com-
pared SR Ca2'-ATPase activity calculated using tissue wet weight with it. calculated using 
protein concentration in the muscle of extensor digitorum longus (EDL) and tibialis ante-
rior (TA) of rats. The animals were subjected to 10¥v-frequency stimulation (10Hz， 24 
hour / day) for O. 12， 24 and 48 hours(n = 3---4)， respectively. In TA， significant decreases 
¥'."e1'e observed in the SR Ca 2 ~ -ATPase acti vi ty divided t.issue wet weight and protein concen-
tration in 12， 24 and 48 hours (p<O.05)， compared no-stimulated control muscles. In the 
SR Ca ト -ATPaseactivity divided tissue wet ¥veight in EDL， significant decreases were ob-
se1'ved in 12 (p<O.05) and 48 hours (p<O.Ol)， compared no-stimulated control muscles. 
And in the SR Ca ト -ATPaseacti vi ty di vided protein concentration in EDL， significan t de-
creases ¥vere observed in 12 (p<O.05)， 24 (p<O.01) and 48 hours (p<O.Ol)， compar吋 no・
stimulated control muscles. 
These results point to no necessity to determine protein concentration， ¥vhen we ¥¥'ould 
measure SR Ca2+-ATPase activity in muscle hornogenates. 
Key words: sarcoplasmic reticulum， Ca トーATPaseactivity， muscle homogenate， muscle 
fatigue. 
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L緒言
筋細胞内に遊離しているカルシウムイオン
CCa2すが1-10μMに上昇すると筋収縮が起こ
り、反対にそれが低下 (0.1μM以下)すると筋
弛緩が起こることはよく知られている I)。細胞内
のCa2+濃度の上昇は、筋収縮を行うために発せ
られ運動神経を経山した信号が、横行小管を伝わ
り電気的興奮として筋小胞体 (sarcoplasmic
reticulum; SR)終末槽を刺激した結果、 SR内
貯蔵のCa2合が筋細胞内に放出されることにより
引き起こされる 21D 一方、その後引き続き起こる
Ca2 .濃度の減少により導かれる筋弛緩は、主に
次の 3つのルートにより制御されていることがよ
く知られている 3} (図 1)。それは、①筋形質膜
に存在するカルシウムポンプがアデノシン三リン
酸 Cadenosinetriphosphate; ATP)を用いて細
胞外にCa2+を排出するルートと、②細胞外のナ
トリウムイオン (Na-)を細胞内に取りこむのと
交換に細胞内のCa2+を*IlIIJ包外に排出するルート
ü 2• 
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Ca2争
(Na/Ca交換: 3 個の ~a' と 1 個の Ca 2-との交
換)、しかし実際は、同時にNa喝・K+・アデノシン
三リン酸分解酵素 (adenosinetriphospha tase 
:ATPase) タンパクの働きにより ATPを用いて、
*IHIJ包内 3{同のNa'の排出と細胞内への 2個のK'
の取りこみを平行して行っている複合的なルート
といえる。しかしその太郎分は、③特殊に分化し
た細胞内膜構造物であるSRに存在するカルシウ
ムポンプによりCa.。をSR内に取りこむルートに
依存している。つまりSRti、①Ca2-の取り込み、
②Ca2-の貯蔵、および③Ca2-の放出の機能を有
しており、この 3 つの作m~こより筋形質中のCa 2-の
濃度を調節し 3)、筋収納の制御に重要な役割を担っ
ている 1)。
このSRは活動量の増大に伴い、その機能が一時
的に低下することからは山に近年筋が疲労する
要因のーっとして注目されるようになってきた幻 3
SRの機能が低下するメカニズムについては、
Ca2 -の放出能力削ωや、 Ca2+の取り込み山〉能力
が低下して、それに平行してその能力が低下する
とした研究が多く行われているが、未だ不明な点
も多 ~\o
SRの機能の評価iには筋細胞内における Ca2~濃
度の直接測定が妥当であるが、これには特殊機器
や装置および特殊な技術者を必要とすることから
実用的とはし、えず、これまでCa2-の取り込み能
に関する研究では筋ホモジネートや、精製した
SRを用いてその機能の定信化を行ってきた15.16)。
近年SRの精製には多泣な筋が必要であることか
3Na+ ら、少量の筋サンプルからでも測定が可能である
筋線維臨
Fig. 1 The elimination system of calcium ion in 
the muscle fiber. 
筋ホモジネートからのSR機能の定量化が提案さ
れた 15)ョサンプル内のタンパク量を定量化する方
法(タンパク定量)には筋の納分化が必要不可欠
なため、このホモジネートによる方法では、 i ) 
タンパク定量に耐えうるサンプルを獲得するのに
多くの時間を費やし、迅速なサンプル獲得泣困難
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であること、 u) この際の時間の消費は酵素の不
活性化を招く可能性があることなどから、筋ホモ
ジネートによるこの方法ではタンパク定量を行わ
ずに筋湿重量単位のみでSR機能の評価を行って
いるに過ぎないli.18，19)。
そこで本研究は、 SR機能の変化を筋活動量の増
加にともなうSRCa 2 -ATPase活性の変化に着目
して、筋湿重量単位による活性とタンパク量単位
によるそれとの変化の過程の違いを調べることに
より、この方法を用いてSRの機能評価を行う際、
タンパク定量が必要性か否かを検討することを目
的とした。
11.実験方法
A.被検動物および実験プロトコール
実験には、性成熟の終えた 11週齢以降の
Vvistar系雄性ラット15匹を用いた (400--470g)。
ラットに法、慢性的低頻度電気刺激 (CLFS:
chronic lO¥¥i-frequency stimulation : 10Hz) を
0時間 (0hr : n= 4)群、 12時間(12hr: n= 
4)、24時間 (24hr: n = 3 )、 48時間 (48hr:n= 
4)にわたり、それぞれ左胸lに負荷した。つまり、
左脚を刺激 (stim)群として、またもう一方の
右脚を対照 (Cont)群として用い、その値を同
一個体内で比較しt.:o
B.被検筋およびホモジネート
被検筋にほ、速筋タイプで疲労しやすい後肢筋
である前腔骨筋と長指伸筋を用いた。刺激終了直
後に被検動物に対して二酸化炭素 (C02)を問い
てオーバードース状態に導き、その後両脚lから筋
を摘出した。筋を湿重量秤量後に、氷で冷却した
抽出液 (20m:MTris， 300mlvI sucrose， 0.2mM 
Phenylmetylsulfonylfluoride (PMSF)， pH 7.4) 
でよく洗浄し、はさみとナイフを用いて細分化し
た後、ガラスホモジナイザーを用いて10倍の前述
の抽出波(筋混重量 19あたり抽出液10ml) で10
回ホモジナイズしたD これらの過程は、酵系・の不
活性化を出きる限り除去するためにすべての器具
類はo~C に冷やした上で、かっ氷中あるいは氷上
において行った。
C.分析項目
1. タンパク定量
タンパク定量は、筋ホモジナイズから、
Bradford20)による方法に従って測定し t:.o これ
は、筋活動量の増加に伴い生じた活性酸素により、
筋小胞体のある種のアミノ酸残基 (tryptophan，、
tyrosine、cystein)が影響を受け、タンパク量を
過大評価する司能性があることから釦、 Bradford:.'Ol
の方法が推奨されていることに従ったためであ
る包〕 。
2. Ca2t-Al'Pase活↑生
SR Caニ'-ATPase活性のお!IJ定は、 370Cの条件=下
でSimonides& van Hardeveld151の方法を基!こ、
筋ホモジネートから共役系の反応を利用して
測定した。 反応溶液は、 2 m:¥'1 [ety len-bis 
(oxyethy leneni trilo)] tetraacetic acid (EGT A)、
25 m.rvI Hepes、100m:¥-1 KCl、5m:¥'I :¥'IgClz、
5 m~\'1 i¥aN3、0.8mM nicotineamide adenine 
dinucleotide， reduced form (NADH)、2.2m:-vI
phosphoenolpyruva旬、 30U / ml pyru va te kin-
ase、45じ/mllactate dehydrogenase (LDH)、
0.8mM CaC12 (pH 7.5) であったっまた同時に
細胞内腔のCa2十の蓄積を防ぐためにカルシウム
イオノフォア(シグマ A23187) を最終濃度
1μg/mlで、かっTrIton X・100を最終濃度-
0.0065%で用いたlη。1.98mlの反応溶液に20μlの
ホモジネートを加え、 370Cで3分間インキュベー
トした後、 5mM ATP (蚊終濃度)を加え反応
を開始した o NADHの濃度変化を1寺閉経過とと
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もに波長340nmで、分光光度学的に測定した。その であり、 12hr の Ca2~-ATPasei活性のCont群に対
後SRCa 2 -ATPase活性を特異的に抑制させるた するEx群の割合は、 74.7%(P<0.05;図 2)、24
めに Ca2-濃度を 2mMにした上で、同様に hrのそれは74.2%、48hrでは71.2% (P<O.Ol;図
~ADHの濃度変化を測定し、その両測定値の差 2 )であった。また前腔骨筋の ohrのCa2--ATP 
からSRCaト -ATPase活性を計算しt:.o asei活性は2.228士0.892μmol/min/mlで、あり、
また、本研究では筋湿重量あたり 10倍量で抽出し 12hrのCa2 + -ATPase活性のCont群に対するEx群
評価したSRCa 2' -ATPase活性を、「筋混重量あ の害IJ合は、 69.9% (P<0.05;図 3)、 24hrのそれ
たりのCaト -ATPase活性」、タンパク定量を基に は65.4%(P<0.05;図3)、48hrで・は71.9% (P< 
計算したサンプル内のタンパク量あたりで評価し ea2+ A TPase activity (% of controり
たSRCaト -ATPase活性を「タンパク量あたりの 120 
Ca 2. -A TPase活性」と呼ぶこととする。
D.統計処理
統計量は、平均±標準偏差で示した。同一個体
内のCont群とEx群間の比較には対応のあるt検定
を、刺激時間の違いに基づく群問での比較には、
対応のないt検定を用いた。なお、統計処理の有
意性は、危険率 1%および 5%水準で、*IJ定した。
II.研究結果
長指伸筋のohrでの「筋湿重量あたりのCaよι.
ATPase活性」は、1.502土0.341μmol/min/ml
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Fig. 3 Sarcoplasmic reticulum Ca2' -ATPase activ-
itγcalculated using tissue wet weight in 
low-frequency stimulated tibialis anterior 
muscle of rats. Control value is dotted line 
at 100%. 牢 indicates significant differ-
ence at p<0.05. compared no-stimulated 
control muscles. 
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Fig. 2 Sarcoplasmic reticulum Ca
2
' -ATPase activ- Fig. 4 Sarcoplasmic reticulum Ca2' -ATPase activ-
ity calculated using tissue wet weight in ity calculated using protein concentration 
low-frequency stimulated extensor digi-
torum longus muscle of rats. Control value 
is dotted line at 100%. * and * * indi-
cate significant difference at p<0.05 and 
0.01. compared no-stimulated control mus・
cles. 
in low-frequency stimulated extensor dig-
itorum longus muscle of rats. Control value 
is dotted line at 100%. * and 本軍 indi-
cate significant difference at p<0.05 and 
0.01. compared no-stimulated control mus-
cles. 
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Sarcoplasmic reticulum Ca2+ -ATPase activ-
ity calculated using protein concentration 
in low-frequency stimulated tibialis anterior 
muscle of rats. Control value is dotted line 
at 100%. * indicates significant differ-
ence at p<0.05， compared no-stimulated 
control muscles. 
0.05;図3)であった。
タンパク定量を基に計算した「タンパク量あた
りのCa2二ATPase活・性」の長指伸筋のohrで・は、
0.324:t 0.023μmol/min/mgであり、 12hrの
Ca~ ‘ -ATPase活性のCont群に対する Ex群の害IJ 合
は、 74.3% (P<0.05;図 4)、24hrのそれは70.6
% (P<O.Ol;図 4)、 48hrでは58.7% (P<O.Ol; 
図4)であった。前腔骨筋のohrのCaト -ATPase
活性は0.349:t0.044μmol/min/mgで・あり、 12
hrのCa2， -ATPase活'性のCont群に対するEx群の
割合は、 80.4%(P<0.05;図 5)、 24hrのそれは
62.7% (P<0.05;図 5)、 48hrでは62.7% (P< 
0.05:図5)であった。
IV.考察
筋形質内のCa2f濃度を制御しているSRの機能
が、筋活動量の増大により一時的に低下すること
が知られており 7にこのことが筋疲労のー要因で
あることが示唆されてきた1〉o このSR機能の低
減・回復のメカニズムを追求することは筋疲労の
解明に大きく寄与するものと考えられる 1)。
Simonides & van Hardeveldゅは、 SRの機能の
一つであるCa2 + -ATPasei活性について、筋ホモ
ジネートから得た筋内のCa2.. -ATPase活性と、
特異的にSRCa 2 -ATPaseを抑制した活性値の差
からSRCa 2， -ATPasei活性を算出する方法を提案
し、従来の粕製により得られたSRCaト -ATPase
活性値と比較検討した。これらはEGTA存在下で
pyruvate kinaseを用いたATP再生系との共役に
より NADH量の減少率からCa2 -ATPase活性を
算出するもので、その結果その両方法ともNADH
量の同ーの減少過程を示したことからその精確性
が立証され、多くの研究者がこの方法を用いて実
験を行ってきている 4.17， 19ヘしかしながら、筋
ホモジネートから得たSRCa 21 -ATPase活↑生を、
その際のタンバク量と筋湿重量単位とで比較評価
は行われておらず、活動量増大に伴うこれらの変
化を同時に観察したものも見当たらない。
本研究の長指Ml筋と前腔骨筋から得られた湿重
量あたりのSRCa 2 + -ATPasej活'性は、他の研究よ
りわずかに低値であったが、タンバク定量を行う
必要性から、特に時間をかけ念入りに行ったこと
より筋サンプルの抽出に時間を費やしたため、そ
れによる部分的な酵素の失活に起因するものと考
えられる。しかしながら、すべてのサンプルで‘同
ーの手法で行ったため、本研究内での活性値の比
較は可能であると考えているo
醤歯類の辿筋に慢性的な電気刺激を負荷し活動
量を増大させると、 SRのCa2-ポンプ機能が阻害
されることは広く認められているが 7)、本研究で
得られた慢性的な電気刺激による活動量の増大は、
長指伸筋、前腔骨筋の場合とも、 SR Ca 2 --
ATPase活性は低下したことから(凶 2、4)、先
行研究i.1わを支持するものとなった。
前腔骨筋の刺激時間12、24、48時間の「筋湿重
量あたりのCaト -ATPasei活'性」と、「タンパク量
あたりのCa2' -ATPase活性」とは、刺激時間の
延長とともに活性は減少し、それぞれの刺激時間
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の対照脚と比較して、 5%水準で有意な差が認め
られ、ほぼ同ーの減少傾向を示した。そして、長
指伸筋では「筋湿重量あたりのCa2 • -ATPase活
性」と、「タンパク量あたりのCa2 + -A TPasei活性」
とともに、刺激時間の延長にともないその活性は
低下し、同一の減少傾向を示しはしたが、刺激時
間24時間においてのみ、「筋湿重量あたりのCa2'-
ATPase活性」で差はみられなかったが、「タン
パク量あたりのCa2 ~ -ATPase活'性」では 1%水
準で有意な差がみられた。その他の刺激時間12、
48時間では、両パラメーターとも同じようにそれ
ぞれ 5%、1%水準で・有意な差が認められた。こ
の原因については、ホモジネー卜した筋サンプル
の1つに筋抽出の際に不具合が生じタンパク量が
減少するか、あるいは時間の経過にともなう酵素
の活性低下から、「筋湿重量あたりのCa2' -A'fP 
ase活性」に大きな標準偏差を導き、有意な差を
相殺した可能性が考えられるo しかし、「タンバ
ク量あたりのCa2' -ATPase活性」では、標準偏
差が小さく有意な差がみられたことから、後者の
可能性は小さいものとも考えられるo
本研究の結果は、筋ホモジネ一卜から得る際の
SR Caト -ATPase活性測定には、同時にタンパク
量の測定の必要性が乏しいことを示唆するもので
あり、精製したSRから得られたCa2'ポンプ機能
を評価するための指標であるCa2' -ATPase活性
に、筋ホモジネー卜からf専られたSRCaトーATP
ase活性が代わりうることを示したSimonides& 
van Hardeveldω の研究を部分的に支持するもの
であった。
v.総括
本研究では、ラット前座骨筋と長指伸筋を用い
て、筋ホモジネートから筋小胞体 (sarcoplasmic
reticulum; SR)のCa2+ポンプ機能を評価するた
めの指標であるCa2 + -ATPase活性を、慢性的低
頻度電気刺激(刺激0時間 (0hr)、12時間(l2hr)、
24時間 (24hr)、48時間 (48hr))による筋活動
量.の増大を導き、「筋の湿重量あたりのSRCa 2'_ 
ATPase‘活性」と「タンパク量あたりのSRCa2ぺ
ATPase活'性」を測定評価し、以下の結果を得た。
1.活動日明大により前腔百・筋のSRCa 2--ATPase 
活性は、刺激時間の経過とともに有意に低下
し (p<O.05)、「筋湿重量あたりのCaZ--
ATPasei舌性」と「タンパク量あたりのSR
Ca 2 • -A TPase活性」は同ーの減少傾向であっ
た。
2.活動回憎大により長指伸筋の「筋湿重量あた
りのSRCa 2 j -ATPase活-，主Jは、刺激時間の
経過とともに低下した(12hr: p<O.句、 24
hr : p<O.Ol)、また「タンパク量あたりの
SR Ca2二ATPasei活性」も刺激時間の経過と
ともに低下した(12hr: p<O.05、24・48hr:
p<O.Ol)。
以上のことから、筋活動量増大に伴う時間経過
とともにSRCa 2 -ATPase活性は低下し、その傾
向は「筋タンパクあたりのSRCa 2' -ATPase活性」
と「タンパク量あたりのSRCaト -ATPase活性」
ともに同一の傾向を示したロこのことから、筋ホ
モジネー卜から得る際のSRCa 2.+ -ATPase活性測
定には、同時にタンバク量の測定の必要性が乏し
く、「筋湿重量あたりのSRCa 2. -ATPase活性」
で十分その評価にたえうることを示唆した。
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